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Beschreibung 

Kollagen wird seit geraumer Zeit in der Chirur- 
gie verwendel. Es kann in Form von Schwammen 
Oder Fasern zur Blulslillung verwendel werden s 
und ist auch nach entsprechender Modifizierung 
zur Beschleunigung der Wundheilung geeignet. 
Bel Patienten mit defekter Blutgerinnung oder bet 
groRflachigen Blutungen genugen ubliche kolla- 
gene Wundauflagen nicht. Man hat daher bereits w 
versucht, Kollagenmaterial mit dem Gewebe zu 
verkleben, wobei man Kleber auf Basis Resorcin- 
Formaldehyd, Kollagen oder Gelatine verwen- 
dete, Solche Kleber sind zwar hamostyptisch, je- 
doch wegen ihrer Toxizitat fur die Praxis ungeeig- is 
net. Dies gilt auch fur Acrylatkleber und die Kom- 
bination mit kollagenen Wundauflagen. 

Es ist bekannt, daB Kollagen kovalente Vernet- 
zungen mit Bindegewebebestandteilen eingehen 
kann. Dabei finden Vernetzungen vom Kollagen 20 
uber Schiff-Basen sowie Aldolkondensation statt. 
Bekannt ist auch, daB bei Basalmembranen die 
Gewebefestigkeit zusatzlich durch S-S Brucken 
des Basalmembrankollagens erreicht wird. Be- 
kannt ist weiterhin, Proteine, wie Albumin mit in- 25 
termolekularen S-S Bindungen nach milder Re- 
duktion und nachfolgender Oxidation uber S-S 
Brucken zu vernetzen. 

Bei Verletzungen bildet sich durch die Blutge- 
rinnung ein primarer WundverschluB. Hierfur sind 30 
aggregierte Thrombozyten und ein Fibrinnetzwerk 
verantwortlich. Es ist bekannt, daG elnzelne Fi- 
brinmolekule durch Transg!utaminasen\Xwie Fak- 
tor Xlll) vernetzt werden. Hierbei bilden 5ich neue 
Peptidbindungen zwischen Glutaminsaure und 35 
Lysin benachbarter Ketten. Mit der Techr^k der 
Fibrinklebung, also durch Verwendung von Fibri- 
nogen und Thrombin, wird die Endphase der plas- 
matischen. Blutgerinnung nachgeahmt. 

Die Fibrinklebung allein ist nicht in der Lage, 4o 
groBflachige Blutungen zu stillen. Dies gelingt erst, 
durch eine kombinierte Anwendung der Fibrinkle- 
bung mit einer resorbierbaren kollagenen Wund- 
auflage. Jedoch muB man dabei drei Komponen- 
ten bereithalten, namlich die kollagene Wundauf- 45 
lage, Thrombinlosung mit Antifibrinolytika und 
eine tiefgefrorene hochkonzentrierte Fibrinogen- 
losung. Da Blutungen haufig plotzlich und unpro- 
grammiert auftreten, stehen diese drei Kompo- 
nenten im entscheidenden Augenblick haufig so 
nicht anwendungsbereit zur Verfugung, denn zu- 
mindest die tiefgefrorene Fibrinogenlosung muB 
zuvor aufgetaut werden. Auch das Mischen vor 
der Applikation ist verhaltnismaBig kompliziert. 

In der «Wiener medizinische Wochenschrift 55 
Nr. 7 (1976).. wird auf den Seilen 86 bis 89 uber die 
lokale Anwendung von Fibrinogen und Kollagen 
zur Blutstillung in der Herzchirurgie berichlel. Bet 
der Technik der dort beschriebenen Klebung ver- 
wendel man humanes Fibrinogen-Kryoprazipitat. eo 
Thrombin, ein Faktor Xlll Konzentrat sowie ein 
Kollagenvlies. Das Fibrinogen wird auf die ge- 
wunschte Stelle aufgebracht und dort durch den 
Zusatz der Thrombinlosung und von Faktor Xlll zur 
Gerinnung gebracht. Bei starkeren Blutungen es 



wendel man das Kollagenvlies als vollstandig re- 
sorbierbare Tragersubstanz an. wobei man auf 
das Kollagenvlies die Losungen auftragt und an- 
schlieOend das Kollagen mit der mil Fibrinogen 
beschichteten Seite auf die blutende Stelle auf- 
preBt. Dadurch soil eine vollstandige Auspolyme- 
risierung des Fibrins und Haftung der Fibrinfasern 
im Gewebe erfolgen. Bei dieser Klebetechnik er- 
folgt die Beschichtung des Kollagens mit Fibrino- 
gen erst unmittelbar vor der Anwendung, um ein 
Kollabieren des Kollagenschwammes weitgehend 
zu vermeiden. 

Aufgabe der Erfindung ist es. dem Chtrurgen 
eine kollagene Wundauflage zur Verfugung zu 
stellen. die in vorbereiteter Form direkt wahrend 
der Operation angewendet werden kann und wo- 
bei die vorerwahnten Nachteile der Fibrinklebung 
in Kombination mit resorbierbarem Kollagen nicht 
auftreten. Verbunden mit dieser Aufgabe ist es, 
eine lagerfahige Kollagenzubereitung zur Verfu- 
gung zu stellen, die die fur die Einleitung der 
lokalen Hamostase erforderlichen Komponenten 
enthalt. 

Diese Aufgabe wird durch eine gewebeverkleb- 
bare, kollagene Wundauflage gemaB dem An- 
spruch 1 gelost. 

Die erfindungsgemaBe Wundauflage hat einen 
schichtweisen Aufbau. Die Hauptschicht besteht 
hierbei aus dem Kollagen und zwar hat diese 
Schicht eine Dicke zwischen etwa 0,3 und 2 cm, 
vorzugsweise 0,7 bis 1 cm. Einseitig oder beidsei- 
tig auf dieser Kollagenschicht befindet sich eine 
Fibrinogenschicht. Diese Fibrinogenschicht hat 
eine Dicke von etwa 0,2 bis 2 mm und wird auf die 
Kollagenoberflache aufgebracht. wobei eine Ver- 
ankerung der Fibrinogenmolekule mil den Kolla- 
genmolekulen im Grenzgebiet der Schichten vor- 
liegt. 

Wesentlich ist. daB die Fibrinogenschicht, Fibri- 
nogen in einer Menge von 0,5 bis 10 mg, vorzugs- 
weise 4 mg/cm^ enthalt. 

Es ist haufig vorteilhaft, wenn das Fibrinogen 
das einseitig oder beidseitig auf das Kollagen als 
Schicht aufgebracht wird, freie SH-Gruppen ent- 
halt. Diese freien SH-Gruppen konnen zuvor in 
dem Fibrinogen durch reduktive Spaltung der Di- 
sulfidbrucken ausgebildel sein, oder indem man 
Fibrinogen mit SH-Gruppen haltigen Fibrinogen 
abmischt. Weiterhin ist es auch moglich die in 
Fibrinogen enthaltenen Disulfidbrucken unveran- 
dert zu lassen und zusatzlich SH-Gruppen einzu- 
bauen, z.B. nach der Methode von Benesch & 
Benesch in ^Proceedings of the National Academy 
of the USA, Washington.., Band 44. 1958. S. 848 bis 
853 Oder Biochem. Journ. 1966 101, Seiten 717 bis 
720 (Stephen und Mitarbeiter), 

Es kann vorteilhaft sein, wenn neben dem Fibri- 
nogen wenigstens eine der Schichten noch Antifi- 
brinolytika und/oder polyvalente Proteinaseninhi- 
bitoren enthalt, wobei auBerdem noch Thrombin 
vorhanden sein kann, mit dem Proviso. daB das 
Thrombin sich nicht in der gleichen Schicht oder in 
unmittelbarem Kontakt mit Fibrinogen befindet. 
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Die Herstellung der erfindungsgemaften kolla- 
genen Wundauflage kann in folgender Weise er- 
folgen: 

Zunachst wird Kollagen in an sich bekannter 
Weise praparierl. Das Kollagen soil dabei vor- 
zugsweise einen Reinheitsgrad, ausgedrOckt 
durch das Gewichtsverhaltnis von Stickstoff zu 
Hydroxyprolin <4, insbesondere <3 aufweisen. 

Faktor N/Hyp = ^ 

mg 4-Hyp 

J. Mol. Bio. 44. 1969, Seite 161. 

Eine 1,5%-ige Kollagenlosung in 0,05%-iger 
Essigsaure wird in bekannter Weise zu einem 
0.5 cm dicken Kollagenschwamm gefriergetrock- 
net. ErwOnschtenfalls kann man bei dieser Ge- 
friertrocknung auch eine Losung einsetzen. wel- 
cher man zuvor Antifibrinolytika (Tranexamsaure) 
und/oder poyvalente Proteinaseninhibitoren 
(Aprotinin) zugegeben hat. wobei diese in solchen 
Mengen zugegeben werden, da8 im fertigen Kol- 
lagenschwamm pro cm^ eine Konzentration von 
0,2 bis 10 mg bzw. 4- bis 1000 KIE vorliegt. 

Getrennt von der Herstellung des Kollagen- 
schwamms wird eine Fibrinogenlosung wie folgt 
hergestellt: 

Fibrinogen fur Infusionszwecke wird in isot. 
NaCI bis zu einer Konzentration von 30 mg Fibri- 
nogen pro ml gelost. Diese Losung wird dann mit 
einer ubiichen Spruhvorrichtung auf den zuvor 
hergestellten Kollagenschwamm unter sterilen 
Kautelen in einer Dicke von 0.2 bis 2 mrn aufge- 
spruht, die eine Menge von 0.5 bis l6\mg/cm^ 
ergibt. sofort gefriergetrocknet. wobei die dadurch 
ausgebildete Schichtdicke in der Regel \2 mm 
Schichthohe nicht ubersteigen darf. weil sonst die 
Haftung dieser Schichl schlecht ist. Mit dieser 
Technik wird eine ausreichende Verankerung in 
der Kollag^omatrix sichergestellt. Gewunschten- 
falls konnen auch in die Fibrinogenschicht Antifi- 
brinolytika und/oder polyvalente Proteinaseninhi- 
bitoren eingearbeitel werden, 

Es ist bekannt, Kollagen als Trager fOr Anti- 
blotlka, wie Gentamycin zu verwenden. Auch die 
erfindungsgemaBen Wundauflagen konnen Wirk- 
stoffe enthalten, beispielsweise Gentamycin. Te- 
tracyclin oder andere Antibiotika Oder Chemotera- 
peulika. 

Herstellung von Kollagen 

Von alien Pigmentschichten und Muskelresten 
befreite frische Rindersehnen wurden homogeni- 
siert und eine Menge, die 100 g Trockengewicht 
entspricht, in 3 I 0,05 m Zitratpuffer (pH 3,7) 24 
Stunden lang extrahiert und anschlieOend gegen 
1% Essigsaure 12 Stunden dialysiert. 

Das in 3 1 1% Essigsaure suspendierle Gewebe 
wird 48 Stunden bei 10°C unter standigem Ruhren 
mit Pepsin im Verhaltnis Kollagen : Pepsin = 
50 : 1 inkubiert. 

Der Ansalz wird mit 1% Essigsaure auf 5 I ver- 
dunnt und durch Zentrifugation von den ungelo- 
sten Sehnenfragmenten befreil. 

Die viskose Kollagenlosung wird gegen alkali- 
siertes Leitungswasser (pH 8,0) dialysiert und 



dann scharf zentrifugiert. Der Ruckstand wird er- 
neut in 5 I 1% Essigsaure gelost und dialysiert. 
Dieser Vorgang wird wiederholt. bis der Faktor 
Stickstoff:4-Hydroxyprolin <3 ist. Nach dem letz- 

5 ten Oialysieren wird mit 0.05% Essigsaure eine 
1.5%-ige Kollagenlosung hergestellt, die fur die 
nachfolgenden Versuche verwendet wird. 

Zur Herstellung einer Antifibrinolytika- und/ 
Oder Proteinaseninhibitor-haltigen Kollagen- 

w schwammes von 10x10x0,5 cm werden 50 ml 
der Kollagenlosung mit 0,2 g Tranexamsaure und/ 
Oder 40.000 KIE Aprotinin versetzt und gefrierge- 
trocknet. 

Zur Herstellung eines Kollagen-Gentamycin- 
15 Schwamms von 10 x io x 0,5 cm werden 50 ml der 
Kollagenlosung auf pH 1 bis 2 eingestellt, mit 
100 mg Gentamycinsulfat versetzt und gefrierge- 
trocknet, 

20 Herstellung. von Fibrinogenlosung 

Im Handel befindliches steriles Fibrinogen wird 
in steriler isotoner Na HCI gelost. so daB eine 
Losung von 30 mg Fibrinogen/ml Losung vorliegt. 
die fur die nachfolgenden Versuche verwendet 

25 wird. 

Um ein SH-Gruppen-modifiziertes Fibrinogen 
zu erhalten, arbeitet man wie folgt: 

Fibrinogen wird in isotoner Kochsalzlosung bis 
zu einer Konzentration von 20 mg/ml gelost. 10 ml 

30 dieser Fibrinogenlosung werden mit 1 ml einer 
N-Acetylhomocysteinthiolaktonl6sung (60 mg/ml 
Agua dest) und 10 ml eines Carbonatpuffers 
(pH 10.6) versetzt und bei O^^C 35 Minuten inku- 
biert. Die Reaktion wird dann durch Zugabe von 

35 40 ml eines Phosphatpuffers pH 7.0 i 0,4 gestoppt. 
AnschlieGend wird mit der Technik der Membran- 
filtration unter Verwendung eines Filters (Aus- 
schluBgrenze Molekulargewicht 5.000) die Losung 
entsalzt und gleichzeitig eingeengt. 

40 

Herstellung von Wundauflagen. die Kollagen und 
Fibrinogen enthalten 

Es wird zunachst 100 ml einer 1%-igen Kolla- 
genlosung in eine Metallform von lOxiOcm ge- 
45 geben, nach ublicher Technik gefriergetrocknet 
und der resultierende Schwamm dann sterilisiert. 
Unter aseptischen Bedingungen wird nun dieser 
sterilisierte Kollagenschwamm mit einer Fibrino- 
genlosung bespruht, wobei pro Quadratzentime- 
50 ter Kollagenoberflache 5 mg Fibrinogen aufgelra- 
gen werden. 

AnschlieOend erfolgt eine erneute Gefriertrock- 
nung und Verpackung unter sterilen Kautelen. 

Die Kollagenschtcht hat eine Dicke von 10 mm 
55 und die darauf befindliche Fibrinogenschicht eine 
Dicke von ca. 0,3 mm. 

Resultate der in vitro und in vivo Versuche mit 
Kollagen-Fibrinogen- sowie Gentamycin-Kolla- 
gen-Fibrinogen-Schwammen. 

In vitro 

Die so hergestellten Wundauflagen wurden mit 
einer ReiBfestigkeitsmaschine gelestet. beste- 
hend aus einem Kraftaufnehmer. verbunden mit 
65 einem Schreiber. Die Eichung erfolgle im Bereich 
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von 100 bis 1000 Pond. Die Kollagen-Fibrinogen- 
schwamme wurden mit der Kollagenseite auf eine 
Plastikscheibe (0=lcm) mittels eines techni- 
schen Klebers geklebt. Die fibrinogenbeschichte- 
te Seile wurde dann mil 0,1 ml Thrombinlosung 
(1000NIH/ml) befeuchtet und nach 20 Minuten in 
der Testmaschine die ReiOfestigkeit bestimmt. Es 
resultierten Werte von 730 Pond/cm' (Miltelwert 
aus 7 Messungen). 

In vivo 

In einer Studie an 400 Ratten wurden die (Gen- 
tamycin) Kollagen-Fibrinogen-Wundauflagen (als 
Fibrocoll bezeichnet) zur Anastomosensicherung 
am Colon milder herkommlichen Gewebeklebung 
mit Plasmafraktionen (Fibrinklebesystem = FK) 
untersucht, 

a) Kontrollgruppe (Enterotomien mit 7 invertie- 
renden Ernzelknopfnahten nach Lembert. 

b) zusatzliche Applikalion von FK 

c) FK mit Kollagenvlies (fibrinogen-, gen- 
tamycin-frei) 

d) Nahtsicherung mit Fibrocoll 

e) Fibrocoll mit Gentamycin (1 mg/cm^) 

In der Initialphase der Wundheilung zeigten die 
mit verschiedenen Klebesystemen behandelten 
Tiere bis zum 3. postoperativen Tage im Nahtbe- 
reich eine deutlich hohere Wundfestigkeit. Gegen- 
uber der herkommlichen Fibrinklebetechnik wa- 
ren bei Verwendung von Fibrocoll Adhasionen im 
Wundbereich vermindert. Durch die Applikation 
der Gentamycin-Kollagen-Fibrinogen VVundaufla- 
gen wurde eine kontrollierte Freigabe d^ Antibio- 
tikums beobachtet. die Serumkonzentratibnen la- 
gen weit unter der toxischen Grenze. 

In einer weiteren Versuchsserie wurdeh He- 
mihepatektomien in «finger fracture technigne»> 
bei 5 Schweinen durchgefuhrt und nach Ligatur 
der faBbaren Arterien und Venen die blutenden 
Parenchymdefekte mit Kollagen-Fibrinogen- 
Wundauflagen versorgt. Im folgenden postoperati- 
vem Verlauf wurden Nachblutungen nie beobach- 
tet. die Resorption der Materialien war nach 12 
Wochen abgeschlossen. 

Mit den (Gentamycin) Kollagen-Fibrinogen- 
Wundauflagen steht ein Material zur Verfugung 
das bei einfacher. rascher. sicherer Handhabung 
ausgezeichnet zur Blutstillung eingesetzt werden 
kann. Weiter wird eine Verbesserung der Wund- 
heilung bei gleichzeitigem Antibiotikaschutz be- 
obachtet, 

Patentanspruche 

1- Trockene, vlies- oder schwammformige. ge- 
webeverklebbare, flachenformige. kollagene 
Wundauflage aus Kollagen und Fibrinogen, da- 
durch gekennzeichnet, daB sie schichtweise durch 
Gefriertrocknung einer KoMagen/Fibrinogen- 
Kombinalion aufgebaut ist und eine 0,3 bis 2 cm 
dicke Kollagenschicht enthalt. die wenigstens an 
einer Oberflache eine 0.2 bis 2 mm dicke Fibrino- 
genschicht mit einer Fibrinogenmenge von 0,5 bis 
10mg/cm^ aufweist und in dem Kollagen veran- 
kert isl. 
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2. Wundauflage gemaO Anspruch i. dadurch 
gekennzeichnet. daO das Fibrinogen SH-Grupoen 
enthalt, 

3. Wundauflage gemaB Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet. daO das Fibrinogen SH-Gruppen 
enthalt, die entweder durch nachtragliche Sulfhy- 
drierung in das Fibrinogenmolekul eingebracht 
Oder durch Reduktion der Disulfidbrucken im Fi- 
brinogenmolekul gebildet wurden. 

4. Wundauflage gemafi einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daO sie 
zusatzlich einen Arzneimittelwirkstoff enthalt. 

5. Wundauflage gemaB Anspruch 4. dadurch 
gekennzeichnet. daB sie in wenigstens einer der 
Schichten Antifibrinolytika und/oder polyvalente 
Proteinaseninhibitoren und/oder Thrombin ent- 
halt, wobei jedoch die Kombination Thrombin- 
Fibrinogen in einer Schicht ausgeschlossen ist. 

6. Wundauflage gemaB Anspruch 4. dadurch 
gekennzeichnet, daB der Arzneimittelwirkstoff ein 
Antibiotikum ist. 

7. Wundauflage gemaB Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet. daB das Antibiotikum Genta- 
mycin ist. 

8. Wundauflage gemaB Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Kollagen einen Rein- 
heitsgrad, ausgedruckt durch das Gewichtsver- 
haltnis von Stickstoff zu 4-Hydroxyprolin von <4, 
vorzugsweise <3 hat. 

Claims 

1. Dry, Fleecy or spongy tissue-adherent flat 
collagenous dressing made of collagen and fibrin- 
ogen, characterized in that the dressing is made in 
layers by freeze-drying a collagen/fibrinogen 
combination and contains a collagen layer which 
is 0.3 to 2 cm thick, and which has on at least one 
surface a fibrinogen layer which is 0,2 to 2 mm 
thick with a fibrinogen content of from 0.5 to 
10 mg/cm^ and is anchored in the collagen. 

2. Dressing according to claim 1, characterized 
in that dibrinogen contains SH groups. 

3. Dressing according to claim 2, characterized 
in that the fibrinogen contains SH groups which 
either are introduced into the fibrinogen molecule 
by subsequent sulfhydrogenation or are formed by 
reduction of the disulfide bridges in the fibrinogen 
molecule. 

4. Dressing according to any one of the preced- 
ing claims characterized in that it additionally con- 
tains a pharmaceutical, 

5. Dressing according to claim 4. characterized 
in that it contains in at least one of the layers 
antifibrinolytics and/or polyvalent proteinase in- 
hibitors and/or thrombin, while however the com- 
bination thrombin-fibrinogen is excluded in one 
layer. 

6. Dressing according to claim 4, characterized 
in that the pharmaceutical is antibiotic. 

7. Dressing according to claim 6. characterized 
in that the antibiotic is gentamycin. 

8. Dressing according to claim 1. characterized 
in that the collagen has a degree of purity ex- 
pressed as the weight ratio of nitrogen to 4-hy- 
droxyproltne of less than 4. preferably less than 3. 



7 



EP 0 090 997 B1 



8 



Revcndtcatfons 

1. Mat^riau de recouvrement des plaies ci base 
de collag^ne. adh^sif plat el sec, en forme de 
nappe ou d'6ponge. caracteris6 en ce qu'i! est 
conslitu6 en couches par cryodessication d'une 
combinaison de collag6ne et de fibrinog^ne et 
qu'il conlient une couche de collag^ne d'une 
6paisseur de 0.3 ^ 2 cm. qui pr^sente au moJns sur 
une surface une couche de fibrinog6ne d'une 
d'^paisseur de 0.2 A 2 mm. avec une quantft6 de 
fibrinog^ne comprise entre 0,5 et 10 mg/cm' el qui 
est ancrde dans (e coMag^ne. 

2. Mat^riau de recouvrement selon la revendi- 
cation 1, caract6ris6 en ce que le fibrinog6ne con- 
lient des groupes SH. 

3. Mat^riau de recouvrement selon !a revendi- 
calion 2, caracl6ris6 en ce que le fibrinog^ne con- 
tient des groupes SH, soit introduils dans la mole- 
cule de fibrinogene par sulfhydrog^nation ull6- 
rieure. soit formes par reduction des ponts disulfi- 
des dans la molecule de fibrinogene. 



4, Mat6riau de recouvrement selon I'une des 
revendicalions prec6denles. caract6ris6 en ce 
qu'il contient en plus une substance m6dicamen- 
teuse, 

5, Mat^riau de recouvrement selon la revendi- 
cation 4. caracteris6 en ce qu'il contient dans au 
moins Tune des couches un anlifibrinolytique eV 
ou des inhibiteurs de proteinase Equivalents el/ou 
une Ihrombine. la combinaison thrombine-fibrino- 
g6ne 6lant plac6e dans une couche sdparee. 

6, Materiau de recouvrement selon la revendi- 
cation 4. caract6ris6 en ce que (a substance m^dt- 
camenteuse est un antibiotique. 

7, Maten'au de recouvrement seton la revendi- 
cation 6, caract6ris6 en ce que Tantibtolique est la 
gentamycine. 

8, Matehau de recouvrement selon la revendi- 
cation 1. caract6rise en ce que le collag^ne pr6- 
sente un degr6 de puret6, exprim6 par le rapport 
de poids entre azote et 4-hydroxyproIine, <4, de 
preference <3. 
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